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序論 
 
脊椎動物には様々な雌雄の違い、性差が存在する。中でも、メス特異的な性周期を生
み出す内分泌のパターンや性行動、攻撃行動などの行動パターンには、生殖器官の構造
や機能と並んで特に明瞭な性差がみられる。こうした性特異的な内分泌パターンや行動パ
ターンがなぜ生じるのかについては、古くから関心が寄せられ、多くの研究がなされてきた。
内分泌のパターン、性行動のパターンのいずれについても 1960 年代までに、ラットやモル
モットにおいて出生前後の一定の期間にアンドロゲンを投与されたメスではオス型のパター
ンを示すことが報告され（Phoenix et al., 1959; Barraclough, 1961）、性ステロイドが脳をオス
型、メス型に分化させることによって内分泌や行動の性差が生じるという考え方が提示され
た。この現象はその後詳細に研究され、以下のような哺乳類の脳の性分化のメカニズムが明
らかになっていった。オスでは出生前後に精巣からアンドロゲンが一過性に大量に分泌され
るアンドロゲンシャワーとよばれる現象が起こる。ラットやマウスにおいては、このアンドロゲン
は脳内で芳香化酵素（アロマターゼ）によりエストロゲンに転換され、このエストロゲンの作用
により脳はオス型となる。このようなイベントがないと、脳はメス型になる（McCarthy and 
Arnold, 2011; McCarthy et al., 2012）。こうして作られる脳の性差の実体が解明され始めた
のは 1970 年代のことであり、ラットの脳において、シナプスの数やニューロンの数に性差が
あることが報告された（Raisman and Field, 1973; Gorski et al., 1978）。その後、脳の形態学
的性差は主にマウス、ラットにおいて次々と報告され、大脳（終脳）（皮質、扁桃体、海馬、中
隔、分界条床核）や間脳（視索前野、視床下部、視交叉上核、室傍核、視索上核、視床下
部腹内側核）、中脳（青斑核、中脳中心灰白質）、延髄（縫線核）など脳内の多くの領域に性
差があることが明らかになっている（山内と新井, 2006）。これらの性差の多くは出生前後に
性ステロイドのはたらきにより起こることが知られていたが、その分子メカニズムについて明ら
かになってきたのは比較的近年のことである。そのメカニズムの一つは細胞死（アポトーシス）
であり、出生前後に性ステロイドの作用により雌雄どちらかで多く細胞死が起こることにより性
差が起こることが明らかになってきた（Davis et al., 1996; Yoshida et al., 2000）。メカニズムの
もう一つは、エピジェネティックな修飾である。これについては部分的にしか明らかになって
いないが、オスの脳とメスの脳ではヒストン修飾や、DNA のメチル化の度合いに差があること
がわかってきている（Tsai et al., 2009; Westberry et al., 2010; Shen et al., 2014）。細胞死やエ
ピジェネティックな修飾を経ることからわかるように、哺乳類において発見された脳の性差の
多くは不可逆であり、生涯にわたって脳の性を固定し続けると考えられている。 
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魚類においても、行動や内分泌のパターンに性差がみられることから、脳に性差が存在する
と考えられる。一方で、魚類の中には自然条件下でも性転換を行う種が多く知られている
（Godwin, 2010）。自発的には性転換しない種であっても、人為的にホルモン環境を改変す
ることによって性転換を引き起こせることが、メダカ（Oryzias latipes）およびナイルティラピア
（Oreochromis niloticus）において示されている（Paul-Prasanth et al., 2013）。また、ホルモン
投与により容易に異性の性行動や、内分泌パターンを引き起こせることが、キンギョ
（Carassius auratus）など複数の魚種において明らかになっている（Munakata and Kobayashi, 
2010; Gonçalves et al., 2014）。このため、魚類の脳の性差は、哺乳類で明らかにされてきた
脳の性差とは大きく異なる、可逆性に富んだメカニズムによって形成、維持されていると考え
られる。このようにユニークな特徴をもつ魚類の脳の性分化のメカニズムを研究することは、
脊椎動物における脳の性分化と性的可逆性の基本原理と多様性について重要な知見をも
たらすと考えられる。しかし、魚類の脳がどのようなメカニズムで性分化するのかは全く明ら
かになっておらず、脳にどのような性差があるのかですら、断片的な情報しかない。本研究
は、魚類の脳にどのような性差があるのか、その性差がどのようにしてもたらされるのか、そし
て、どのような形質の性差をもたらしているのかを明らかにすることを目的として行った。 
魚類の性分化と性差を研究するうえで、メダカは多くの利点をもつ。たとえば、メダカは、
魚類の中で性決定遺伝子が明らかになっている数少ない種の一つである（Matsuda et al., 
2002; Nanda et al., 2002）。さらに、メダカの表現型の性はホルモン投与によって簡単に操作
することができる（Yamamoto, 1958）。また、遺伝子改変や遺伝子破壊などの遺伝学的手法
を適用することが可能である。そこで本研究では、メダカをモデル魚として用いて研究を進
めることとした。まず第 1 章では脳の性分化の起点として、メダカの脳内の性ステロイド受容
体（エストロゲン受容体（estrogen receptor; ER）、アンドロゲン受容体（androgen receptor; 
AR））の発現部位を詳細に調べ、雌雄で比較した。その結果、ERとARの両方がほぼメスの
み で し か 発 現 し て い な い 神 経 核 が 見 出 さ れ た 。 終 脳 の Vs/Vp （ the 
supracommissural/posterior nuclei of the ventral telencephalic area）と視索前野の PMm/PMg
（the magnocellular/gigantocellular portions of the magnocellular preoptic nucleus）である。性
ステロイド受容体は核内受容体であり、遺伝子の発現調節を行うため、これらの神経核では、
メスのみで性ステロイドによる何らかの遺伝子の発現調節が起こり、メス特異的な形質の発
現に寄与していると考えられる。そこで第 2 章ではメス特異的な性ステロイド受容体によって
メスのみで発現調節されている標的遺伝子を探索し、npb という神経ペプチド遺伝子がメス
特異的性ステロイド受容ニューロンでメスのみで発現していることを見出した。 
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本項のこれ以降の内容は学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5
年以内に出版予定。 
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第 1章  メス特異的性ステロイド受容ニューロンの発見 
 
1-1. 緒言 
 
性ステロイド（エストロゲン、アンドロゲン）は、脊椎動物の脳の性分化において中心的な
役割を果たす（McCarthy and Arnold, 2011）。哺乳類においては、脳の性分化は出生前後
およびその後の一定の期間に生殖腺から分泌される性ステロイドによって引き起こされる。
その際の性ステロイドのはたらきは、結果が終生継続することから、organizational effect とよ
ばれる（McCarthy and Arnold, 2011; Juraska et al., 2013）。また、性ステロイドは性成熟時に
も生殖腺から多く分泌され、脳にはたらきかける。そして、生殖内分泌周期の調節、性行動
や攻撃行動の昂進などの幅広い作用により、個体の生殖活動に寄与する。こうした成熟後
の一過性のはたらきは性ステロイドの activational effect とよばれる（McCarthy and Arnold, 
2011）。魚類において性ステロイドの organizational effect が存在するかどうかは不明だが、
成熟個体への性ステロイドの投与や生殖腺の除去により行動に変化が起こることから
（Munakata and Kobayashi, 2010; Gonçalves et al., 2014）、activational effectは存在すると考
えられる。 
organizational effectと activational effect、いずれのはたらきも脳内でその起点となるのは、
性ステロイド受容体（ER、AR）を発現するニューロンである。性ステロイドの作用の仕方はオ
スとメスで大きく異なることから、脳内の ER、ARの発現には性差があることが想定される。実
際に、様々な脊椎動物において、脳内の ER、AR の発現に性差があることが示されている
（Scott et al., 2000; Shah et al., 2004; Voigt et al., 2009）。しかし、魚類においては、これまで
に脳内の ER、ARの発現部位を示した研究は複数あるが（Forlano et al., 2005; Forlano et 
al., 2010; Zempo et al., 2013）、性差について詳細に解析した研究はなかった。そこで本章
では、魚類の脳内の ER、AR の発現に性差があるのか、あるとすれば、その性差は非可逆
的なものなのかを解析することとした。 
メダカを含む魚類は 3 種類の ER（esr1（ERともよばれる）、esr2a（ER1 ともよばれる）、
esr2b（ER2ともよばれる））と 2種類のAR（ara（ARともよばれる）、arb（ARともよばれる））
をもつ（Ikeuchi et al., 1999; Hawkins et al., 2000）。本章ではまず、これらの全ての ER、AR
の発現を雌雄で比較し、ほぼメスのみで ER、AR を発現するメス特異的な性ステロイド受容
ニューロンを見出した。また、これらのメス特異的な ER、AR の発現は、性ステロイドの一過
性で可逆的な作用によってもたらされ、成熟後であっても体内の性ステロイド環境をオス型
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にすることによりオス同様にほぼみられなくなることが明らかになり、魚類の脳の多大な性的
可逆性に寄与していることが示唆された。 
 
1-2. 材料と方法 
 
1-2-1. 実験魚 
d-rR系統のメダカを、水温 28ºC、14時間明期/10時間暗期の条件下で飼育し、ブライン
シュリンプ幼生および市販のペレット飼料（おとひめ; 日清丸紅飼料、Tokyo、Japan）を一日
3–4 回与えた。実験には 3–5 ヵ月齢の性成熟した個体を用い、サンプリングは明期開始後
1–3時間の間に行った。 
 
1-2-2. ERおよび ARのメダカ脳内における発現部位の特定と性差の定量 
表 1-1 のプライマーを用いた PCR により、esr1、esr2a、esr2b、ara、および arb の cDNA
断片を得た。cDNA 断片を pGEM-Teasy ベクター（Promega、Madison、WI、USA）にライゲ
ーションした後、トランスフォーメーション、精製を行い、プラスミドをSpe I処理により直鎖化し
た。その後、これらの直鎖化したプラスミドをテンプレートとし、T7 RNA ポリメラーゼ（Roche 
Diagnostics、Basel、Switzerland）、Digoxigenin RNA Labeling Mix（Roche Diagnostics）を用
いて digoxigenin（DIG）標識の cRNAプローブを合成した。 
性成熟した雌雄のメダカ（各 n = 4）の脳を摘出し、4%パラホルムアルデヒド（PFA）
/phosphate buffered saline（PBS; 137 mM NaCl、8.1 mM Na2HPO4、2.7 mM KCl、1.47 mM 
KH2PO4）溶液中で、4ºCで 6–7時間固定した。エタノールによる脱水後、パラフィンに包埋し
たサンプルを 4ºC で保管した。ミクロトーム（RM2255; Leica microsystems、Wetzlar、
Germany）を用いてスライドグラス（MAS-GP type A; Matsunami、Osaka、Japan）上に、厚さ 10 
μmの連続切片を作製した。 
切片を脱パラフィンし、プロテイナーゼ K（ProK; Wako、Osaka、Japan）/PBS で 37ºC、15
分間処理した後、4% PFA/PBS溶液で 10分間の再固定を行った。続いて、アセチル化バッ
ファー（0.1 M triethanolamine、0.02 M塩酸、0.023 M無水酢酸）中で 20分間アセチル化を
行った。PBS（5 分、2 回）、5x saline-sodium citrate（SSC; 0.25 M NaCl、0.015 M 
C6H5O7Na3・2H2O）/50%ホルムアミド（10 分）による洗浄の後、ハイブリダイゼーションバッフ
ァー（50%ホルムアミド、5x SSC、5x Denhardt’s solution（Wako）、2 μg/ml yeast RNA（Roche 
Diagnostics）、30 μg/ml Calf Thymus DNA（Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、USA）
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中で、55ºC、2 時間のプレハイブリダイゼーションを行った。続いて、ハイブリダイゼーション
バッファー中に 0.3 μg/ml の各DIGラベルプローブを加え、55ºCで一晩ハイブリダイゼーシ
ョンを行った。5x SSC/50%ホルムアミド（55ºC、20分）、および 2x SSC（55ºC、20分、2回）で
洗浄した切片を、1.5% Blocking Reagent（Roche Diagnostics）/tris buffered saline（TBS; 150 
mM NaCl、100 mM Tris）中において室温で 1時間インキュベートし、同溶液で 2000倍希釈
したアルカリホスファターゼ（AP）標識ヒツジ抗 DIG抗体（Roche Diagnostics）で 4ºCで一晩
反応させた。サンプルをTBS（20分、2回）およびアルカリホスファターゼ緩衝液（APバッファ
ー; 0.1 M NaCl、0.1 M Tris-HCl（pH 9.5）、0.05 M MgCl2）で洗浄した後、APバッファーに
溶解した nitro blue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate（NBT/BCIP）（Roche 
Diagnostic）を用いて、遮光条件下で一晩発色させた。その後、サンプルを PBSで 5分洗浄
し、4% PFAにより 20分間後固定処理を行い、再び PBS（5分）および純水（5分）で洗浄し
た後グリセロールを用いて封入した。 
試料標本の観察および撮影は、正立顕微鏡（BX50; Olympus、Tokyo、Japan）とデジタ
ルカメラ（DXM 1200C; Nikon、Tokyo、Japan）、ソフトウェア（ACT-1C; Nikon）を用いて行っ
た。撮影した画像をPhotoshop CS5（Adobe Systems、San Jose、CA、USA）でモノクロ2階調
化し、ImageJ（http://rsbweb.nih.gov/ij/）を用いてシグナルの面積を測定した。神経核の同定
は、メダカの脳アトラス（Anken and Bourrat, 1998; Ishikawa et al., 1999; http://www.shigen. 
nig.ac.jp/medaka/ medaka_atlas/）をもとに行った。 
 
1-2-2. ER、ARの発現に対する性ステロイドの影響の解析 
性成熟したメスのメダカを MS-222（Sigma-Aldrich、Saint Louis、MO、USA）を用いて麻
酔し、剃刀とピンセットを用いて開腹し卵巣の摘出の後縫合（卵巣除去）、あるいは開腹の後
縫合のみ（偽手術）を行った。縫合には手術用糸（夏目製作所、Tokyo、Japan）を用いた。生
理食塩水中で2日間回復させた後、卵巣を摘出した個体には100 ng/mlのエストラジオール
-17（E2）または 100 ng/ml の 11-ケトテストステロン（11-KT）または溶媒（エタノール）、擬手
術をした個体には溶媒を 5日間投与した（各群 n = 8）。1-2-1 と同様の in situ hybridization
法および定量法を用いて、ER、ARの発現の変動を定量した。 
 
1-2-3. 統計処理 
統計的な解析には、PRISM（GraphPad Software、San Diego、CA、USA）を使用した。2
つのグループ間での比較には対応のない両側 Student’s t-testを用いた。F-testにより、分散
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がグループ間で異なることが示された場合には、Welch 補正による対応のない両側
Student’s t-testを用いた。3つ以上のグループ間で比較を行う場合は、まず Bartlett’s testあ
るいは Brown-Forsythe testによってグループ間の分散の均一性を検証した。分散が均一で
あった場合は、一元配置分散分析（one-way analysis of variance（ANOVA））の後、全てのグ
ループ間で比較を行う場合は Tukey’s post hoc test、選択した一部のグループ間で比較を
行う場合は Bonferroni’s post hoc testを用いて有意差を検定した。一方、分散が均一でなか
った場合はデータを標準化するために対数変換した後に、前述の解析を行った。対数変換
後にも分散が均一にならなかった場合は、ノンパラメトリックな Kruskal–Wallis test の後、
Dunn’s post hoc testを用いて有意差を検定した。 
 
1-3. 結果 
 
1-3-1. ER、ARの発現部位と発現の性差 
性成熟したメダカの脳内における ER（esr1、esr2a、esr2b）、AR（ara、arb）の発現を in 
situ hybridizationにより解析した結果、ER（図 1-1）、AR（図 1-2）ともにその発現に性差を示
した。メダカの脳内の各神経核の名称と略称は、表 1-2に記した。2つ以上の神経核に連続
的な発現がみられ、境界を設定することが困難な場合は、合計の発現量を算出し、含まれる
神経核名をスラッシュで区切り表記した。 
esr1 は、終脳（Vp）、視索前野（PMp、PMm/PMg）、視床下部（NVT、NPT）で発現して
いた（図 1-1）。このうち、PMm/PMg における esr1 の発現はメスでは多く見られたが、オスで
はほとんど見られず、ほぼメス特異的であった。その他の神経核における esr1 の発現には
性差は見られなかった。 
esr2a は、終脳（Vv、Vd/Vs/Vp）、視索前野（PMp、PPa、pPPp）、視床下部（NVT/NRP）
で発現していた（図 1-1）。このうち、視索前野と視床下部における全ての神経核において、
esr2aはメスよりもオスで有意に高い発現を示した。 
esr2bは、終脳（Vs/Vp）、視索前野（PMp、PPa、PMm/PMg、pPPp）、視床（VM）、視床下
部（NAT、NVT、NPT）、中脳被蓋（IQ/RT）で発現していた（図 1-1）。このうち、Vs/Vp、
PMm/PMg、pPPpにおける esr2bの発現はほぼメス特異的であった。 
araは、終脳（Vv、Vs/Vp）、視索前野（PMp、PPa、aPPp、pPPp）、視床下部（NVT、NPT）、
視蓋（PGZ3）で発現していた（図 1-2）。NPT における ara の発現は、メスよりもオスにおいて
有意に高かった。 
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arb は、終脳（Vs/Vp）、視索前野（PMp、PPa、PMm/PMg、pPPp）、視床（VM）、視床下
部（NAT、NVT、NPT）、視蓋（PGZ3）で発現していた（図 1-2）。このうち、pPPp、NVT、PGZ3
以外の全ての神経核で arb はメスにおいてオスよりも有意に多く発現していた。とりわけ、
Vs/Vp、PMm/PMg、NPTにおいては、arbの発現はほぼメスのみでみられた。 
メダカの脳におけるER、AR発現の性差の分布を図 1-3にまとめて記した。ER、ARの発
現がみられた神経核のうち、Vs/Vpと PMm/PMgにおいて、ER、ARの全てのアイソフォーム
がほぼメスのみで発現するという、最も顕著な性差がみられた。 
 
1-3-2. ER、ARの発現に対する性ステロイドの影響の解析 
続いて、これらの ER、AR の発現の性差に対する性ステロイドの影響を、 in situ 
hybridization により神経核別に定量した。メスで多く ER を発現する神経核についての結果
は図 1-4に、メスで多くARを発現する神経核についての結果は図 1-5に、オスで多く ERを
発現する神経核についての結果は図 1-6 に、オスで多く AR を発現する神経核についての
結果は図 1-7にまとめて記した。 
卵巣を除去することで、PMm/PMg における esr1 の発現、Vs/Vp、PMm/PMg における
esr2b の発現は有意に減少した。これらの発現は、E2 の投与により回復した。また、Vs/Vp、
PMm/PMg、pPPpにおける esr2bの発現は、卵巣除去個体に 11-KTを投与することにより有
意に減少した（図 1-4）。 
Vs/Vp、PMp、PPa、NAT、NPT における arb の発現は、卵巣除去により大きく減少し、E2
投与によって回復した。Vs/Vp においてはさらに、arb の発現は 11-KT 投与により減少した
（図 1-5）。 
PPa、pPPp、NVT/NRP における esr2a の発現は卵巣除去、E2投与、11-KT 投与のいず
れによってもはっきりとした変化を示さなかった。PMpにおいては、esr2aの発現は卵巣除去
によって有意に増加した。PPaにおいて esr2aは卵巣除去による増加、11-KT投与による増
加の傾向を示したが、その差は有意ではなかった（図 1-6）。 
NPTにおける araの発現は E2投与によって有意に増加した（図 1-7）。 
 
1-4. 考察 
 
魚類の脳内における ER、AR の分布についてはこれまでに複数の研究がなされている
が（Forlano et al., 2005; Forlano et al., 2010; Zempo et al., 2013）、その性差については脳全
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体のARの発現量を比較した研究（Kim et al., 2002）、特定の神経核のみで ERの発現量を
比較した研究（Fergus and Bass, 2013）があるのみである。本研究は、メダカの脳において、
ER、AR の発現パターンはオスとメスで大きく異なることを示した。魚類では、メスの血中のテ
ストステロン濃度がオスに匹敵するほど多く、また排卵前に急激な上昇（T サージ）を示すこ
とが知られている（Katz and Eckstein, 1974）。加えて、魚類の脳におけるアロマターゼの活
性は哺乳類、鳥類と比べ 100–1000倍高い値を示す（Pasmanik and Callard, 1985）。これに
より、魚類ではオスの脳においても比較的エストロゲンの濃度は高く保たれる。これらのこと
により、魚類の脳における性ステロイド濃度の性差は哺乳類、鳥類と比べ、小さいと考えられ
る。本研究で観察された ER、AR 発現の大きな性差は、魚類の脳における性ステロイドの作
用は、リガンド以上に受容体の量によって調節されていることを示唆している。すなわち、性
ステロイド感受性の雌雄の差が、性ステロイドが他の様々な因子に性差を形成する作用を増
幅する起点となっていると考えられる。 
特筆すべきことに、エストロゲン受容体、アンドロゲン受容体のいずれもほぼメスのみでし
か発現しないという甚大な性差を示す神経核がみられた。終脳の Vs/Vp においては雌雄と
もに ER、AR を発現しているがこれらの神経核において最も顕著に発現する受容体（esr2b
と arb）はほぼメスのみで発現している。視索前野の PMm/PMg はメスでは esr1、esr2b、arb
を多く発現するが、オスでいずれの受容体もほとんど発現しない。このことは、これらの神経
核が、エストロゲン、アンドロゲンの両方をメスのみで受容する神経核であることを示している。
性ステロイドをメスのみで受容する神経核の存在は、本研究が初の報告である。すなわち、
これらの神経核はメスのみでエストロゲンとアンドロゲンの影響を受け、何らかのメス特異的
な機能をもつことが示唆された。PMm/PMg と Vs/Vp はいずれも、これまでの電気刺激や局
所破壊実験により、魚類において性行動をコントロールすると考えられている神経核と一致
する（Demski et al., 1975; Kyle and Peter, 1982; Koyama et al., 1984; Satou et al., 1984）。そ
のため、これらの神経核におけるメス特異的な ER、ARの発現は何らかのメス特異的な性行
動の調節にはたらいているのではないかと考えられる。 
興味深いことに、これらの神経核は、他の脊椎動物においても甚大な性差を示す神経
核と一致していた。Vs/Vpは分界条床核（BNST; bed nucleus of stria tarminalis）、扁桃体
（AMY; amygdala ） などの大脳辺縁系と、 PMm/PMg は哺乳類の室傍核（ PVN; 
paraventricular hypothalamic nucleus）、視索上核（SON; supraoptic nucleus）と相同であると
考えらえている（Northcutt, 1995; Moore and Lowry, 1998; O’Connell and Hofmann, 2011; 
Goodson and Kingsbury, 2013）。哺乳類の BNST主核はオスでより大きく、より多くのニュー
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ロンを含み、オスの性行動に重要な役割を果たすことが知られている（Hines et al., 1992; 
Claro et al., 1995; Liu et al., 1997）。哺乳類の BNSTは Arをオスでより多く発現する（Lu et 
al., 1998）。また、近年マウスにおいて BNSTで Esr1がメスで多く発現するという報告がなさ
れた（Xu et al., 2012; Kelly et al., 2013）。本研究の結果、魚類の Vs/Vpはほぼメスのみで
esr2b、arbを発現することが明らかになり、Vs/Vpは魚類でも哺乳類と同様大きな性差をもち、
何らかの性特異的な役割を果たす神経核であることが示唆された。PVN と SON も、哺乳類
において性差を示すことが知られる神経核の一つである。これらの神経核において主要な
ニューロン群であるアルギニンバソプレシン（Avp）ニューロンは、哺乳類においてオスで多い
ことが知られている（Madeira et al., 1993）。反対に、これらの神経核におけるもう一つの主要
なニューロン群であるオキシトシン（Ot）ニューロンは、メスで多い（Okabe et al., 2013）。魚類
の PMm/PMgもこれらの神経ペプチドの相同遺伝子であるアルギニンバソトシン（avt）および
イソトシン（it）を発現するニューロンを多く含むが、メダカにおいて avt、itはメス特異的性ステ
ロイド受容ニューロンでは発現していない（Hiraki et al., 2014）。したがって、メス特異的な性
ステロイド受容ニューロンは avt ニューロン、it ニューロンとは全く別のニューロン群であると
考えられる。メダカにおいては PMm/PMgの avtニューロン、itニューロンには大きな性差が
ないことが示されているが（Kawabata et al., 2012）、本研究によって、別のニューロン群には
甚大な性差があることが示され、魚類においても PMm/PMgは性差を示す神経核であること
が明らかになった。 
メダカで見出されたこれらの神経核における甚大な ER、ARの性差が、他の魚種におい
ても見られるのだろうか。性転換魚であるミツボシキュウセン（Halichoeres trimaculatus）の脳
全体の ER、ARの発現量を定量した研究では、ER（メダカの esr1 と相同であると考えれられ
る）の発現には性差がなく、AR（メダカの ara と相同であると考えられる）の発現は、メスおよ
びイニシャルフェイズのオス（メス型の体色を示すオス）と比べ、ターミナルフェイズのオス（メ
スが性転換したオスあるいは、イニシャルフェイズのオスが成長したオス）で高いことが示さ
れている（Kim et al., 2002）。ミツボシキュウセンにおける ER（おそらくは esr1）に性差がない
という結果については、脳全体の総量を測定したことによりオスで高い発現量を示す神経核
とメスで高い発現量を示す神経核のが打ち消しあってしまい、性差がないという結果になっ
てしまっている可能性が考えられる。メダカにおいても esr1は、メス特異的に発現している神
経核があるにもかかわらず、脳全体の発現量を調べると、オスでより多い（Hiraki et al., 
2012）。一方、ara についてはメダカでは神経核別の発現量を調べた場合、脳全体の発現
量を調べた場合のいずれにおいてもほとんど性差がないこと明らかになっており（Hiraki et 
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al., 2012）ミツボシキュウセンの結果と異なる。この違いの理由については不明であるが、非
性転換魚であるメダカのオスは、性転換魚であるミツボシキュウセンの、ターミナルフェイズ
のオスよりもイニシャルフェイズのオスと生理的状態が類似している可能性が考えられる。魚
類においてER、ARの発現を神経核別に調べた研究は少ないが、Vs/Vpについては、ミッド
シップマンフィッシュ（Porichthys notatus）において、性ステロイドの血中濃度が最も高い時
期のメスのみで esr1の発現がみられたという報告があり（Forlano et al., 2005）、この神経核
は他の魚種でもメス特異的に性ステロイドを受容する可能性がある。ER、AR の性差の魚種
間保存性については今後さらに検討する必要があると考えられる。 
次に、ER、AR の発現の性差がどのようにしてもたらされるのか、その調節機構を探索し
た。その結果、これらの性ステロイド受容体の発現パターンが性ステロイドによる影響を大き
く受けることが明らかになった。中でも、メスで多くER（esr1、esr2b）を発現する神経核におい
ては、ER は E2による正の調節、そして魚類の主要なアンドロゲンである 11-KT による負の
調節を受けていた。これらの調節によりメスで多い ER の発現がもたらされていると考えられ
る。哺乳類の脳においては、反対にエストロゲンにより Esr1 と Esr2の発現が抑制されるとい
う報告が多い（Lauber et al., 1991; Shima et al., 2003）。魚類と哺乳類ではエストロゲンによる
ER の発現調節の機構が異なっていることが示唆される。11-KT はテストステロンと異なり、ア
ロマターゼによるエストロゲンへの変換が不可能なアンドロゲンであるため、ER に対するア
ンドロゲンの調節は、ER ではなく AR を介していると考えられる。すなわち、メダカの脳にお
けるメスで多い ERの発現は、ER自体を介したエストロゲンによる正の調節とARを介したア
ンドロゲンによる負の調節の両方によってもたらされると考えられる。メダカにおいて esr2aは、
いくつかの神経核においてオスで多く発現していたが、性ステロイド投与によるはっきりとし
た発現の変動を示さなかった。esr2aの発現調節のメカニズムは現在のところ不明である。本
研究の結果、arb もまた E2 による正の調節を受けていることが明らかになった。さらに、
Vs/Vpにおける arbの発現は 11-KTによる負の調節を受けていた。エストロゲン/ER シグナ
ルとアンドロゲン/AR シグナルの相互作用がメダカの脳における AR の発現を調節している
と考えられる。リガンド–受容体のフィードバック機構とシグナル経路間の相互作用の両方が
あることで、脳内の性ステロイド環境の微小な変化に応じて、エストロゲンおよびアンドロゲン
の作用を相乗的に拡大または縮小することができる。これは、脳内の性ステロイド環境の性
差が他の脊椎動物よりも小さいと考えられる魚類において、効率的な脳の性分化を可能に
するメカニズムであると考えられる。 
本研究の結果は、脳内の性特異的なER、ARの発現パターンは可逆的であることも示し
 13 
ている。メス特異的な ER、AR の発現は、卵巣除去とアンドロゲン投与によってオス同様に
低下した。すなわち、メスにおける性ステロイド受容体の発現パターンは、持続的なエストロ
ゲンの供給がなくなり、さらに血中のアンドロゲン濃度が上昇するという状況下ではオス型に
変わりうるということである。哺乳類における Esr1、Esr2の発現の性差は周生期にエピジェネ
ティックな調節を含む永続的で不可逆な作用（organizational effect）によりもたらされる
（Westberry et al., 2010; Schwarz et al., 2010）。しかし、メダカの ER、ARの発現の性差は主
に性成熟後の性ステロイドの一過性で可逆的な作用（activational effect）によりもたらされる
ことが示唆された。このように脳のER、ARの発現パターンが可逆的であることは魚類の脳が
生涯にわたり多大な可逆性をもつ要因となっていると考えられる。同様の性ステロイドの作
用による可逆的な発現の性差はアロマターゼについてもいくつかの魚種において報告され
ている（Diotel et al., 2010; Okubo et al., 2011）。性ステロイド合成酵素と性ステロイド受容体
による、エストロゲンシグナルとアンドロゲンシグナルのバランス調整が、魚類の脳の性分化
と性転換に大きく寄与していると考えられる。 
以上の研究により、終脳と視索前野の神経核 Vs/Vp と PMm/PMg において ER、AR の
両方がほぼメスのみで発現し、これらの神経核がメス特異的な性ステロイド受容ニューロン
であることが示された。これらの神経核における ER、AR の発現の性差はエストロゲンとアン
ドロゲンによる一過性で可逆的な作用によりもたらされ、性転換可能であることも明らかにな
った。これらの神経核は、メス特異的に性ステロイドを受容し、その結果何らかの遺伝子を発
現調節し、何らかのメス特異的な現象の調節を行っていると考えられる。 
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表 1-1. 本章で用いたプライマー 
名称 使用目的 塩基配列（5´–3´） 
esr1-F1 esr1プローブ作製 GCCTCAAAGCTATTATTTTACTCAACT 
esr1-R1 esr1プローブ作製 GATGTAATGAATGAGTGCGTCTG 
esr2a-F1 esr2aプローブ作製 GTCCAGAGTCAGAGAGCTCAATC 
esr2a-R1 esr2aプローブ作製 CAGAGGAGCTCAGGCACAT 
esr2b-F1 esr2bプローブ作製 AGACGAAGGCCAGATCCTC 
esr2b-R1 esr2bプローブ作製 CTGATCTGGCGAGATGTAACC 
ara-F1 araプローブ作製 TTCGAAGCTGGAATGACTCTC 
ara-R1 araプローブ作製 GGGTTCTTGCACAGGAAGAT 
arb-F1 arbプローブ作製 ACTCCCCAAGGGCAAAAC 
arb-R1 arbプローブ作製 GGTAGACTCCTGGAAACAAATCC 
名称カラムの中の-Fはフォワードプライマー、-Rはリバースプライマーを示す。 
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表 1-2. 神経核の略称と名称 
略称 名称 
aPPp anterior part of posterior parvocellular preoptic nucleus 
IQ inferior oblique of the oculomotor nerve nucleus 
NAT anterior tuberal nucleus 
NPT posterior tuberal nucleus 
NVT nucleus ventral tuberis 
PGZ3 periventricular gray zone (layer 3) 
PMg gigantocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 
PMm magnocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 
PMp parvocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 
PPa anterior parvocellular preoptic nucleus 
pPPp posterior part of posterior parvocellular preoptic nucleus 
RT rostal tegmental nucleus 
Vd dorsal nucleus of the ventral telencephalic area 
VM ventromedial nucleus of thalamus 
Vp posterior nucleus of the ventral telencephalic area 
Vs supracommissural nucleus of the ventral telencephalic area 
Vv ventral nucleus of the ventral telencephalic area 
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図 1-1. メダカの脳における ER発現の性差 
（A）雌雄のメダカ（各n = 4）の神経核別のesr1、esr2a、esr2bの発現面積。黒のカラムがオス、
白のカラムがメスの結果を示す。エラーバーは SEM（standard error of the mean）。雌雄間の
有意差を* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001で示した。（B）性差を示した各神経核の代
表的な写真。各神経核の略称については表 1-2を参照。スケールバーは 50 μm。 
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図 1-2. メダカの脳における AR発現の性差 
（A）雌雄のメダカ（各 n = 4）の神経核別の ara、arbの発現面積。黒のカラムがオス、白のカ
ラムがメスの結果を示す。エラーバーは SEM。雌雄間の有意差を* p < 0.05、** p < 0.01、
*** p < 0.001で示した。（B）性差を示した各神経核の代表的な写真。各神経核の略称につ
いては表 1-2を参照。スケールバーは 50 μm。  
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図 1-3. ER、AR発現の性差の分布 
（a）メダカの脳を横から見た図。左側が吻側。（b）–（i）の断面の切り口を示した。Tel、終脳; 
OB、嗅球; OpN、視神経; OT、視蓋; Hyp、視床下部; Ce、小脳; MO、延髄。（b）–（i）右側に、
esr1（丸）、esr2a（三角）、esr2b（四角）、ara（逆三角）、arb（星）の発現の性差の部位を示し
た線画、左側に対応する切片の Nissl 染色像を示した。オスで多い場合は黒色のマーク、メ
スで多い場合は灰色のマークで示した。各神経核の略称については表 1-2 を参照。スケー
ルバーは 200 μm。 
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図 1-4. メスで多く ER発現する神経核における、性ステロイド投与による ERの発現変動 
（A）擬手術群（Sham）、卵巣除去群（OVX）、卵巣除去し E2 を投与した群（OVX+E2）、卵巣
除去し 11-KT を投与した群（OVX+KT）の、PMm/PMg における esr1、Vs/Vp、PMm/PMg、
pPPpにおける esr2bの発現面積。エラーバーは SEM。グラフ上部の異なるアルファベットは
有意な差を示す（p < 0.05）。（B）各神経核の各群の代表的な写真。神経核の略称について
は表 1-2を参照。スケールバーは 50 μm。 
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図 1-5. メスで多く AR発現する神経核における、性ステロイド投与による ARの発現変動 
（A）擬手術群（Sham）、卵巣除去群（OVX）、卵巣除去し E2 を投与した群（OVX+E2）、卵巣
除去し 11-KTを投与した群（OVX+KT）の、Vs/Vp、PMp、PPa、PMm/PMg、NAT、NPTにお
ける arb の発現面積。エラーバーは SEM。グラフ上部の異なるアルファベットは有意な差を
示す（p < 0.05）。（B）各神経核の各群の代表的な写真。神経核の略称については表 1-2を
参照。スケールバーは 50 μm。  
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図 1-6. オスで多く ER を発現する神経核における、性ステロイド投与による ERの発現変動 
（A）擬手術群（Sham）、卵巣除去群（OVX）、卵巣除去し E2 を投与した群（OVX+E2）、卵巣
除去し、11-KTを投与した群（OVX+KT）の、PMp、PPa、pPPp、NVT/NRTにおける esr2aの
発現面積。エラーバーは SEM。グラフ上部の異なるアルファベットは有意な差を示す（p < 
0.05）。（B）各神経核の各群の代表的な写真。神経核の略称については表 1-2を参照。スケ
ールバーは 50 μm。 
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図 1-7. オスで多くARを発現する神経核における、性ステロイド投与による ARの発現変動 
（A）擬手術群（Sham）、卵巣除去群（OVX）、卵巣除去し E2 を投与した群（OVX+E2）、卵巣
除去し、11-KT を投与した群（OVX+KT）の、NPT における ara の発現面積。エラーバーは
SEM。グラフ上部の異なるアルファベットは有意な差を示す（p < 0.05）。（B）各群の代表的
な写真。神経核の略称については表 1-2を参照。スケールバーは 50 μm。 
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第 2章 メス特異的性ステロイド受容ニューロンにおける 
npbの発現・機能解析 
 
2-1. 緒言 
 
第 1 章で、メダカの脳内においてほぼメスのみで性ステロイド受容体を発現する神経核
（終脳の Vs/Vp、視索前野の PMm/PMg）が見出され、何らかのメス特異的な機能を担って
いることが示唆された。性ステロイド受容体はリガンドと結合すると、転写因子として遺伝子の
発現調節を行う。これらのニューロンにおいても、メスのみで性ステロイド受容体による発現
調節を受け、それによって発現に性差を示す何らかの下流遺伝子が存在し、このニューロン
の機能に関与していると考えられる。本研究室の先行研究として行われたメダカの脳内で発
現に性差を示す遺伝子の網羅的なスクリーニングによって同定された遺伝子の中に、まさに
同じ神経核においてメスのみで発現する遺伝子があった。Npb（Neuropeptide b）という神経
ペプチドをコードする遺伝子 npbである。哺乳類においては Npbは Npw というパラロガス遺
伝子をもつが、先行研究の系統樹解析により、npb は Npw よりも Npb と近いことが明らかに
なっている（深滝ら、未発表データ）。Npb と、Npw は、オーファン G タンパク質共役型受容
体（GPCR）の GPR7、GPR8 のリガンドとして 2002 年に同定された（Fujii et al., 2002; 
Brezillon et al., 2003; Tanaka et al., 2003）。Npbは、哺乳類において摂食行動、痛覚受容、
情動、下垂体からの内分泌などに作用することが報告されている（Tanaka et al., 2003; Kelly 
et al., 2005; Sakurai, 2013）。しかし、魚類においてはごく最近にナイルティラピアを用い、
Npb を腹腔内投与し脳と下垂体の遺伝子発現の変動を調べた研究が一つあるのみであり
（Yang et al., 2014）、魚類の npbがどのような機能をもつのかについては依然としてほとんど
明らかになっていない。 
本研究室における先行研究により、Vs/Vp、PMm/PMg における npb の発現は、卵巣除
去により減少し、エストロゲンにより回復することが明らかになった（Hiraki et al., 2014）。また、
培養細胞を用いた in vitroでの解析により、npb遺伝子のプロモーター領域中で、エストロゲ
ンによる npb の発現調節に機能していると考えられるエストロゲン応答配列（ERE; 
estrogen-responsive element）が同定された（Hiraki et al., 2014）。これらのことからも、npbが
メス特異的な性ステロイド受容体の標的遺伝子であることが強く示唆された。 
本項のこれ以降の内容は学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5
年以内に出版予定。 
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2-2. 材料と方法 
 
2-2-1. 実験魚 
d-rR 系統のメダカおよびトランスジェニックメダカ、ノックアウトメダカを、水温 28ºC、14 時
間明期/10 時間暗期の条件下で飼育し、ブラインシュリンプ幼生および市販のペレット飼料
（おとひめ; 日清丸紅飼料）を一日 3–4回与えた。実験には 3–5 ヵ月齢の性成熟した個体を
用い、別記されていない場合、サンプリングは明期開始後 1–3時間の間に行った。 
 
2-2-2. メス特異的性ステロイド受容ニューロンにおける npbと ER、ARの共
発現の解析 
性成熟したメスのメダカ（各群 n = 3）の全脳を摘出し、4% PFA/PBS中で 2時間固定した。
その後、10%、20%、30%のスクロース/PBS 溶液に順次置換し、0.5%アガロース/20%スクロ
ース/PBS 中に包埋し、-80ºC のヘキサン中で瞬時に凍結し、-80ºC で保管した。クリオスタッ
ト（HM550; Thermo Fisher Scientific）を用い、20 μm の厚さの凍結切片をスライドグラス
（MAS-GP type A; Matsunami）上に作製し、-80ºCで保管した。 
esr1、esr2a、esr2b、ara、arbの DIG ラベル cRNAプローブを 1-2-2 と同様の方法により
合成した。また、表 2-1のプライマーを用いた PCRによって npbの cDNA断片を得て、1-2-2
と同様の方法でライゲーション、サブクローニング、プラスミドの直鎖化を行った。このプラス
ミドをテンプレートとし、Fluorescein RNA Labeling Mix（Roche Diagnostics）を使用して、
Fluorescein ラベル cRNAプローブを合成した。 
凍結切片を解凍し、乾燥させた後、PBSで 10分間洗浄し、0.6% H2O2水溶液中で 30分
間、内因性のペルオキシダーゼの不活性化を行った。1-2-2と同様の方法でアセチル化とプ
レハイブリダイゼーションを行った。続いて、ハイブリダイゼーションバッファー中に、Vs/Vp
の観察用には、各受容体のプローブ 0.5 μg/ml、npbプローブ 0.25 μg/ml、PMm/PMgの観
察用には各受容体のプローブ 0.5 μg/ml、npbプローブ 0.05 μg/mlを加え、55ºCで一晩ハイ
ブリダイゼーションを行った。続いて、1-2-2 と同様の方法で洗浄、ブロッキングした後に、
Blocking Reagent（Roche Diagnostics）/TBS で DAPI（4´,6-diamidino-2-phenylindole）を
1000倍、AP標識ヒツジ抗 DIG抗体（Roche Diagnostics）を 500倍、ホースラディッシュペル
オキシダーゼ（HRP）標識ヒツジ抗 Fluorescein 抗体（PerkinElmer、Waltham、MA、USA）を
Vs/Vpの観察用には 500倍、PMm/PMgの観察用には 1000倍に希釈した反応液中で、4ºC
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で一晩反応させた。 1-2-2 と同様の方法で洗浄した後、HRP を Tyramide Signal 
Amplification（TSA）Plus Fluorescein System（PerkinElmer）を用いて 15–90分間発色させた。
APは Fast Red Tablets（Roche Diagnostics）を用い 3–6時間発色させた。PBSで 5分、2回
洗浄した後、VECTASHIELD Hard Set（Vector Laboratories、Burlingame、CA、USA）で
封入した。 
観察、撮影は共焦点蛍光顕微鏡（C1; Nikon）とソフトウェア EZ-C1（Nikon）を用
いて行い、Photoshop CS5（Adobe Systems）を用いて画像の明度とコントラストを調節
した。 
本項のこれ以降の内容は、学術誌論文として出版する計画があるため公表できない。5
年以内に出版予定。 
 
2-3. 結果 
 
2-3-1. メス特異的性ステロイド受容ニューロンにおいて npbとER、ARは共
発現する 
先行研究（Hiraki et al., 2014）によって、メス特異的性ステロイド受容ニューロンが存在す
る脳領域（Vs/VpおよびPMm/PMg）で、npbがメスのみで発現することが明らかになっている。
そこで本研究では、npb がメス特異的性ステロイド受容ニューロンで発現しているのかを、
npb と ER（esr1、esr2a、esr2b）、AR（ara、arb）の二重 in situ hybridization により検証した。
その結果、Vs/Vp、PMm/PMg の両方において、npb ニューロンのほぼ全てが esr1、esr2b、
ara、arbの全てを共発現することが明らかになった（図 2-3、図 2-4）。esr2aは PMm/PMgに
おいては発現しておらず、Vs/Vpにおいては少量発現するが、npb とは共発現していなかっ
た。Vs/Vp、PMm/PMg のいずれにおいても、esr1、ara を発現するニューロンのほぼ全てが
npb ニューロンであったが、esr2b、arb を発現するニューロンの中には、npb を発現しないニ
ューロンもみられた。 
本項のこれ以降の内容は、学術誌論文として出版する計画があるため公表できない。5
年以内に出版予定。 
 
2-4. 考察 
 
第 1 章で、メダカの脳内において神経核 Vs/Vp、PMm/PMg が、メスのみで性ステロイド
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受容体を発現することが見出された。これらのメス特異的な性ステロイド受容体は、メスのみ
で何らかの標的遺伝子の発現をもたらすことで機能していると考えられる。第 2 章でははじ
めに、当研究室の先行研究として行われた、メダカの脳内で発現に性差を示す遺伝子のス
クリーニングにより同定された遺伝子の一つである npbがこの標的遺伝子であることを明らか
にした。npb が実際にメス特異的性ステロイド受容ニューロンで発現し、直接的に性ステロイ
ド受容体による発現調節を受けていることを、本研究では二つの方法により明らかにした。ま
ず、npb と ER、ARの二重染色を行ったところ、これらの神経核においてはごくわずかしか発
現しない esr1a以外の、ER、ARの全てのアイソフォームが、これらの神経核で npbと共発現
していた。先行研究において、これらの神経核におけるnpbの発現量はエストロゲンにより上
昇することが示されているが（Hiraki et al., 2014）、本研究の成果から、このエストロゲンによ
る npb の発現調節は、同じニューロンでメス特異的に発現する ER の直接の作用によるもの
であることが強く示唆された。 
本項のこれ以降の内容は、学術誌論文として出版する計画があるため公表できない。5
年以内に出版予定。 
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表 2-1. 本章で用いたプライマー 
名称 使用目的 塩基配列（5´–3´） 
npb-F1 npbプローブ作製 AGCACACAGCCGTTTCCACTGAG 
npb-R1 npbプローブ作製 GAAATTACAGCTCACATATGTACATTCATC 
本項のこれ以降の内容は、学術誌論文として出版する計画があるため公表できない。5
年以内に出版予定。 
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表 2-2. 神経核の略称と名称 
略称 名称 
cmsp motor spinal column 
i intermediate nucleus of area octavolateralis 
IQ inferior oblique of the oculomotor nerve nucleus 
IR inferior rectus of the oculomotor nerve nucleus 
MR medial rectus of the oculomotor nerve nucleus 
NAT anterior tuberal nucleus 
NFS/LX nucleus of solitary fascicle/lobus vagus 
NGp posterior glomerulosus nucleus 
NIX nucleus of glosso-pharyngeal nerve 
NPT posterior tuberal nucleus 
NRL lateral recess nucleus 
NTv nucleus of descending tract of trigeminal nerve 
NVII s sensory nucleus of facial nerve 
NVm motor nucleus of trigeminal nerve 
oi inferior olive 
Pbl basal lateral preoptic nucleus 
PMg gigantocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 
PMm magnocellular portion of the magnocellular preoptic nucleus 
PPa anterior parvocellular preoptic nucleus 
rHd right dorsal habenula 
RI inferior reticular nucleus  
RM medial reticular nucleus  
RS superior reticular nucleus 
t tangential nucleus of area octavolateralis 
Vp posterior nucleus of the ventral telencephalic area 
Vs supracommissural nucleus of the ventral telencephalic area 
Vv ventral nucleus of the ventral telencephalic area 
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図 2-3. npb と ERの共発現 
npb と ERの蛍光二重 in situ hybridization。緑が npbのシグナル、マゼンタが ERのシグナ
ル、青は DAPIによる対比染色。上が Vs/Vpの結果、下が PMm/PMg の結果を示す。上か
ら、それぞれ esr1、esr2b との共発現の写真。矢印は共発現しているニューロンを示す。スケ
ールバーは 20 μm。 
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図 2-4. npb と ARの共発現 
npb と ARの蛍光二重 in situ hybridization。緑が npbのシグナル、マゼンタが ARのシグナ
ル、青は DAPIによる対比染色。上が Vs/Vpの結果、下が PMm/PMg の結果を示す。上か
ら、それぞれ ara、arb との共発現の写真。矢印は共発現しているニューロンを示す。スケー
ルバーは 20 μm。 
 
 
  
 31 
本項のこれ以降の内容は、学術誌論文として出版する計画があるため公表できない。5
年以内に出版予定。 
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第 3章  メス特異的性ステロイド受容ニューロンにおける npcの発
現と npb/npcシグナルの機能解析 
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総合考察 
 
本研究は、魚類の脳にどのような性差があるのか、その脳の性差がどのようにして生じ、逆
転するのか、そしてどのような形質の性差を支配しているのかを明らかにすることを目的とし
た。この目的のもと研究を進め、メダカの脳内で、メスのみで性ステロイド受容体を発現する
ニューロンを見出し、また、この性ステロイド受容体発現の性差は性ステロイドによる一過性
で可逆的な作用によりもたらされていることを明らかにした。
 
本項のこれ以降の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5
年以内に出版予定。 
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要旨 
 
脊椎動物には、様々な雌雄の違い、性差が存在する。中でも、性行動や内分泌のパタ
ーンなど生殖に関わる事象にはとりわけ大きな性差がみられる。こうした行動や内分泌の性
差は、それを司る脳の中に存在する何らかの性差に起因すると考えられる。脳の性差を研
究する材料として、魚類は他の脊椎動物とは大きく異なる特徴をもつ。成熟後であっても性
転換可能であるという特徴である。このことは、魚類ではいったん形成された脳の性差が生
涯にわたって逆転可能であることを意味している。しかし、魚類の脳に存在する性差や、そ
の形成・逆転機構についての知見はごくわずかしかない。そこで本研究では、モデル動物と
して確立され、遺伝子改変や遺伝子破壊などの遺伝学的手法を適応しやすいメダカを用い、
魚類の脳にどのような性差があるのか、その性差がどのようにしてもたらされ、逆転しうるのか、
そして、どのような形質の性差をもたらしているのかを理解することを目的とした。 
 
第 1章 メス特異的性ステロイド受容ニューロンの発見 
脳の性差形成に関わる分子として最もよく知られているのは、性ステロイド（エストロゲン、
アンドロゲン）である。第 1章ではまず、メダカの脳における性ステロイド受容体（エストロゲン
受容体（ER）およびアンドロゲン受容体（AR））の発現の性差を解析することとした。メダカが
もつ 3 種類の ER（esr1、esr2a、esr2b）と 2 種類の AR（ara、arb）全ての発現を、in situ 
hybridization により神経核別に定量し、雌雄で比較した。その結果、全ての性ステロイド受
容体の発現に性差が認められた。中でも、終脳のVs/Vpと視索前野の PMm/PMgでは、ER、
AR ともに、メスでは多く発現するが、オスではほとんど発現しないという大きな性差がみられ
た。この結果は、これらのニューロンが、メスのみで性ステロイド感受性をもつニューロン（メス
特異的性ステロイド受容ニューロン）であることを示している。このように片方の性のみでエス
トロゲン、アンドロゲン両方を受容する神経核の存在は、本研究が初の報告である。興味深
いことに、これらの神経核は、これまでの研究によって性行動を支配するとされてきた神経核
と一致していた。 
これらのニューロンにおけるメス特異的な性ステロイド受容体の発現は、卵巣を除去する
と減少し、エストロゲンを投与すると回復した。また、卵巣除去とアンドロゲン投与によって体
内の性ステロイド環境をオス型に改変すると、オス同様ほぼ消失した。すなわち、これらのニ
ューロンにおける性ステロイド受容体の発現の性差は、エストロゲンとアンドロゲンの両方に
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よる一過性で可逆的な調節によって成り立っており、体内の性ステロイド環境に応じて、その
性差は逆転可能であることが明らかとなった。 
 
第 2章 メス特異的性ステロイド受容ニューロンにおける npbの発現・機能解析 
性ステロイド受容体は核内受容体であり、リガンドと結合すると、ゲノム上のエストロゲン
応答配列（ERE; estrogen responsive element）を介して、標的遺伝子の発現調節を行う。した
がって、第 1 章で見出されたメス特異的性ステロイド受容ニューロンにおいて、性ステロイド
受容体は何らかの遺伝子の発現をメス特異的に調節していると考えられる。当研究室での
先行研究によって同定されたオスよりもメスの脳で多く発現する遺伝子の中に、まさに性ステ
ロイド受容ニューロンと同じ神経核で、メスのみで発現する遺伝子があった。Npb
（Neuropeptide b）という神経ペプチドをコードする遺伝子 npbである。そこで第 2章ではまず、
npb が実際にメス特異的性ステロイド受容ニューロンで発現していることを、二重 in situ 
hybridizationにより明らかとした。 
本項のこれ以降の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。
5年以内に出版予定。 
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